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青水 解 酶 克隆 表达 、 固 定 化 及 分 子 改 造 的 研 
HER 
FRR BRR REA” 


(江苏 大 学 生命 科学 研究 院 ATL 212013) 
摘要 随 着 基因 工程 技术 的 快速 发 展 ， 通 过 对 不 同 菌株 有 睛 水 解 酶 基因 的 分 析 ， 将 其 克隆 到 表 


达 菌 株 内 ， 可 以 构建 高 效 并 且 稳 定 的 基因 工程 菌 。 对 且 水 解 酶 进行 分 子 改造 可 以 明显 提高 酶 
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的 活性 、 稳 定性 、 底 物 耐 受 性 和 底 物 特异 性 等 性 能 ， 为 有 捕 水 解 酶 的 工业 化 应 用 提供 了 可 能 
综述 了 且 水 解 酶 的 来 源 、 结 构 、 催 化 机 理 、 克 隆 表达 、 固 定 化 及 分 子 改造 等 方面 的 研究 进展 。 
同时 对 且 水 解 酶 的 研究 进行 了 展望 ， 具 有 重要 的 指导 意义 。 

KH AKR AE AZE ”分子 改造 

MKAN Nitrilase; EC 3.5.5.1) His 7k AE MER 2 We P S] — hE HH, "EE 
73— Rh 3 E BS] TV BE ERKA eH Oe A eB ZG ERM SR, 应 用 广泛 
231, (Hii, ZK APRS ST ACTS RSS BTS SAS A Ae AY BR HES 73 
不 够 高 , 品种 较 少 , 稳定 性 较 差 , 底 物 谱 窄 等 问题 。 随 着 分 子 生 物 学 的 不 断 发 展 ， 


通过 对 不 同 戎 株 且 水 解 酶 基因 进行 殉 隆 及 表达 ， 构 建 高 效 并 且 稳定 的 基因 工程 
Ko 并 从 分 子 水 平 上 对 酶 分 子 进行 改造 以 及 酶 的 固定 化 , 已 成 为 了 目前 的 研究 热 
点 。 


且 水 解 酶 的 简介 及 来 源 
膊 水 解 酶 广泛 存在 于 自然 界 中 ， 尤 其 是 在 丝 状 真菌 、 细 菌 、 植 物体 中 %56]， 
在 有 机 酸 、 和 氨基酸、 维生素 等 化 工 产 品 和 医药 中 间 体 的 生物 合成 中 具有 重要 应 用 
rs。 在 上 世纪 60 年 代 ，Thimann F Mahadevan RI T EAREN, EA 
之 后 科学 家 们 发 现 了 各 种 各 样 的 膊 水 解 酶 并 从 各 方面 对 其 进行 了 研究 , 如 利用 芽 
孢 表 面 展示 技术 对 且 水 解 酶 进行 酶 的 固定 化 09, 应 用 于 多 种 化 学 品 及 医药 中 间 体 
的 合成 等 帆 。 成 功 的 案例 包括 德国 巴斯夫 公司 生产 的 (R)-(-)- 扁 桃 酸 以 及 中 国 广 
州 龙 沙 公司 生产 的 烟 酸 ,都 达到 了 工业 化 的 生产 规模 ,以 此 也 反映 出 了 有 睛 水 解 酶 
的 巨大 应 用 前 景 [2.131。 
膊 水 解 酶 的 结构 及 催化 机 理 

2.1 BAJK REB RS ZR 

JR S E AL PAL ZI PEER TR AT PA 13 个 分 支 ， 其 中 有 9 个 分 支 的 底 物 特 
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异性 是 可 以 预测 的 ， 但 只 有 一 个 分 支 具 备 真正 的 且 水 解 酶 活力 呜 。2011 年 
Raczynska 等 (5 成 功 获得 了 来 源 于 火球 菌 (Pyrococcus abyssi) W Hizk fé PaNit 的 
结晶 体 ， 此 结构 是 首 个 真正 具备 膊 水 解 酶 活力 的 晶体 结构 。 此 外 ,还 有 一 个 最 近 
被 解析 出 来 的 来 源 于 集 胞 藻 (Synechocystis sp.)PCC6803 FY ii 7k f NIT6808U9, 

Brenner 等 07 研 究 表明 ， 情 水解 酶 的 蛋白 质 结构 是 一 种 新 型 的 o-B-B-u 三 明治 折 县 
结构 (如 图 1 所 示 )， 在 此 三 明治 型 酶 蛋白 折 色 结构 上 有 一 个 Glu-Lys-Cys 的 催化 
三 联 体 结构 ， 这 个 三 联 体 结构 在 膊 水 解 酶 的 活性 位 点 中 起 着 关键 性 作用 。 另 外 ， 
Sewell 团队 的 研究 表明 ， 源 自 玫 瑰 红 球菌 (Rhodococcus rhodochrous)J1 BS 7K AB 
酶 具有 三 种 同 源 低 聚 体 结构 形式 : 一 个 480 kDa 的 复合 体 , 一 个 二 聚 体 以 及 一 个 
延伸 的 螺旋 结构 9。 作者 也 建立 了 该 膊 水 解 酶 的 模型 , 依据 模型 可 知 此 酶 含有 一 
个 延伸 的 C 末端 和 两 个 重要 的 插入 物 ， 这 两 个 插入 物 分 散在 螺旋 低 聚 物 之 间 并 
且 使 螺旋 延长 。 同 时 ， 采 用 电子 显微镜 也 观测 到 了 这 些 螺旋 同 源 低 聚 体 的 3D 构 
型 ， 结 果 表明 该 3D 构 型 和 来 自 膊 水 解 酶 超级 家 族 一 员 的 P stutzeri FEIKE 
酶 的 结构 基本 一 致 0。 此 外 ,根据 电子 显微镜 的 观测 结果 发 现 , 来 自 苍 白地 芽孢 
杆菌 (Geobacillus pallidus)RAPc8 的 且 水 解 酶 却 展现 出 了 不 同 的 结构 形式 ,包括 C 
形 、 月 牙 形 、8 字形 和 圆 形 中。 另外 ， 远 紫外 圆 二 色谱 也 被 运用 来 检测 来 自 茄 病 
SJ] fal (Fusarium solani)IMI 196840 和 solani O1 Hi zZK f Bi Er] E E4 Jj — 2k £8 
PU, 结果 显示 它们 的 二 级 结构 比较 相似 , 都 包括 21% 的 B- 折 车 、16% 的 转角 、30% 
的 a- 螺 旋 以 及 33% 的 其 它 结构 。 

REX FB AC AEA EB TAM I, 在 环境 中 的 分 布 情况 以 及 底 物 特异 性 等 
知识 的 了 解 越 来 越 多 ， 但 是 目前 有 关 微 生物 且 水 解 酶 的 晶体 结构 的 报道 仍然 很 
少 。 由 于 缺乏 有 关 这 些 酶 的 具体 结构 信息 ， 故 对 且 水 解 酶 的 蛋白 质 结构 缺 乏 深入 
的 了 解 或 许 是 未 来 分 子 操作 的 一 个 主要 障碍 。 因 此 ， 随 着 分 子 操作 技术 的 不 断 成 
熟 ， 对 于 且 水 解 酶 的 蛋白 质 结构 测 定 变 的 越 来 越 重 要 。 
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图 1 且 水 解 酶 家 族 的 催化 三 联 体 结构 5 


Fig.1 The catalytic triad of the nitrilase superfamily!!"! 


2.2 B&zk APB h^ HEALER 

到 目前 为 此 , ZK APE BE SY SE EAE EH BE HE LEE CURE CET VEO 
C2, f£ 1964 ££, Mahadevan SPORI f AANIKA IEM T E BERE 
化 机 制 。 i ELA A ZAR E SERE e T- S2 SS TK EIE ESE SR EG. Br 
生成 的 亚 胺 接着 被 水 解 为 相应 的 酮 并 产生 了 酰胺 副 产 物 ， 通 过 加 入 一 分 子 H20， 
酰基 - 酶 的 复合 物 随 后 被 水 解 ， 最 终 形 成 了 羧 酸 并 重新 释放 出 酶 分 子 。 也 在 同一 
年 科学 家 Robinson 和 Hook 针 对 曹 麻 碱 有 睛 水 解 酶 介 导 的 曹 麻 碱 的 水 解 反应 也 提出 
了 相似 的 机 制 B33， 并 且 该 机 制 ( 见 图 2) 受 到 了 本 领域 专家 学 者 的 广泛 认可 2 25, 
然而 , 最 近 一 项 研究 发 现 , 在 且 水 解 酶 介 导 且 化 物 水 解 的 过 程 中 也 会 形成 酰胺 化 
合 物 。 德国 科学 家 Piotrowski 等 2q 研 究 发 现 来 自 拟 南 芥 的 且 水 解 酶 具有 较 高 的 且 
水 合 酶 的 活性 ， 此 酶 能 够 将 底 物 B- 氰 基 -L- 丙 氨 酸 转化 为 天 冬 酰胺 和 天 冬 氨 酸 ， 
并 且 天 冬 酰 胺 的 生成 率 高 达 60% 以 上 。 因此, 作者 推测 这 个 结果 可 能 是 由 于 此 酶 
具有 一 种 新 型 的 且 水 合 酶 活性 所 导致 的 , 而 这 种 催化 机 制 也 不 同 于 传统 的 膊 水 解 
酶 反应 机 理 。Jenrich 等 2 发 现 Poaceae fs 7K E BS(NITA) ITE t sa 42 Js T 9E d 
合 物 , ix5 Hm Val AEN AS SEA AS III, 这 种 异 源 复合 物 是 由 两 个 不 同形 
式 的 NIT4 组 成 的 ， 分 别 为 NIT4A 和 NIT4B。Stevenson 等 人 [23] 还 发 现在 来 源 于 
红 球 菌 (Rhodococcus)ATCC 39484 的 且 水 解 酶 介 导 的 生物 催化 反应 当中 ， 底 物 上 
的 芳香 环 与 之 结合 会 导致 膊 水 解 酶 的 聚集 交 联 ,通过 47 kDa 单 体 的 聚集 形成 560 
kDa 的 复合 体 来 激活 酶 分 子 。 此 外 ， 在 R. rhodochrous J1 膊 水 解 酶 当中 也 观察 到 
了 这 样 的 情况 ,大量 的 盐 溶 液 和 有 机 溶剂 也 能 够 促进 这 种 聚集 作用 , EAEN 
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聚集 过 程 中 酶 的 存在 形式 是 很 不 稳定 的 , 只 能 在 二 聚 体 或 十 倍 体 状 态 下 才能 够 检 
测 到 膊 水 解 酶 的 活性 R31。 

对 且 水 解 酶 的 催化 机 制 缺乏 足够 的 认识 是 进行 后 续 分 子 改造 的 主要 障碍 。 测 
定 精 确 的 蛋白 质 唱 体 结构 , 并 探究 其 详尽 的 催化 机 制 在 今后 的 且 水 解 酶 研究 中 变 
得 尤为 重要 B0。 


NH, 
下 H,O N 


R—CZEN + Enz—$H———- Enz—$—C—R —————- Enz—$—C—R 


NH, oH 
HO—C—R 
H,O 
" Enz—S—C—R 
Il 
HN—C—R 


图 2 HRK PREY AE A BL oo 


Fig .2 Proposed mechanism for nitrilase-mediated biocatalysis?^25! 


3 B&2KfEBSRS SEERA RIA 

到 目前 为 止 , CAVE ak APP EE A i I v E HH SCA HL TE r3 8 E P E 
行 了 表达 。 例 如 在 1987 ^E, Stalker CGE B 9| f 2 3 258 AS B (— Fb E BE A) BIS 
水 解 酶 基因 bxn， 他 们 将 这 个 基因 连接 到 pUCIS 载体 上 并 转 入 到 大 肠 杆 菌 
(Escherichia coli)71-18 中 成 功 进行 了 表达 。 不 久之 后 ,从 拟 南 芥 中 获取 的 第 一 个 
植物 膊 水 解 酶 也 得 到 了 鉴定 , 研究 人 员 获 得 了 此 酶 的 CDNA 序列 , 并 且 进 行 了 测 
序 、 表 征 和 功能 表达 B24。 此 外 ，Pekarsky 等 B31 也 从 果 蝇 和 杆 状 线虫 中 克隆 和 表征 
了 肿瘤 抑制 基因 ， 结 果 显示 其 融合 蛋白 与 植物 和 细菌 膊 水 解 酶 有 具有 一 定 的 同 源 
性 。Kobayashi DUm bE T K H 3877 RA (Alcaligenes faecalis)JM3 Ft HEZK fec HE SE 
因 并 在 大 肠 杆 菌 瓦 coli 中 进行 了 活性 表达 。 同时 , 该 研究 也 证 明了 Cys-163 残 基 
对 有 睛 水 解 酶 的 催化 活性 起 关键 作用 这 一 假说 。 另 外 ， 来 源 于 睾丸 酮 从 毛 单 胞 菌 
(Comamonas testosteroni sp.) 和 R. rhodochrous K22 的 膊 水 解 酶 的 相关 实验 结果 也 
验证 了 这 个 假说 B5 36), Zhu 等 中 从 一 株 慢 生 型 大 豆 根瘤 菌 (Bradyrhizobium 
japonicum)USDA 110 m% f —^ 39r I B zK fee Bj A DA] blr3397, 并 在 大 肠 杆菌 中 进 
4T f PIR, th o AKER ZEILE DLE BE S RETE. JO, EP 
JST Bom A EET E ZK APE HELGE AT Y EMRK, JU Chen 等 B93 克隆 和 表征 了 来 
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自 超 嗜 热 细 菌 海 栖 热 袍 菌 (Thermotoga maritima)MSB3 Ir BK MAME, sc 
验证 明 该 酶 表现 出 良好 的 耐 热 性 , 在 75C 热 处 理 60 分 钟 后 仍然 具有 40% 的 残留 
活性 。 除 此 之 外 ，Mueller 及 其 研究 团队 B9 也 克隆 及 表达 了 来 自己 apyssi KIEK 
解 酶 ， 结 果 表 明 该 重组 酶 具有 极 高 的 高 温 耐 受 性 ，90C 的 半衰期 为 6h。 除 对 细 
菌 和 植物 的 研究 之 外 ， 科 学 家 们 也 对 来 自 真菌 的 膊 水 解 酶 基因 进行 了 相关 研究 。 
直到 最 近 ，Kaplan 45:01 JA, F th (Aspergillus niger)K10 cDNA 文库 中 克隆 到 了 一 
株 野生 型 的 A. niger K10 真菌 膊 水 解 酶 基因 ， 接 着 把 该 基因 连接 到 pRSETB 和 
pET-30a(+) 表 达 载 体 上 , 最 后 进行 E. coli BL21-Gold(DE3) (pOK101/pTf16) 原 核 表 
达 以 及 酶 活 测 试 ， 结 果 显 示 该 重组 且 水 解 酶 的 比 活力 提高 了 2 倍 。 另 外 ，Yusuf 
等 所 通过 道 转录 PCR GEI yu PE T K A BR Ei (Fusarium proliferatum)AUF-2 的 真 
PAHS ZC APP EE DA] , 3ox t. ee OT HE EI EU A ED BS ZC APR BE TT aE, RIA YS — 
次 报道 。 

TEX ARS PHS HA ZK AEB FB THE — AIT RS TK PT FE HE XE E 
的 。 因 为 这 些 反应 的 产物 通常 是 氨基 羧 酸 , 它 是 用 于 合成 药物 和 化 学 品 的 重要 的 
结构 单元 岂 ]。 目 前 ， 利 用 真菌 且 水 解 酶 选择 性 水 解 二 且 的 潜力 还 有 待 被 进一步 控 
掘 。 所 以 ,对 真菌 有 睛 水 解 酶 基因 进行 表达 及 克隆 是 今后 科学 家 对 且 水 解 酶 进行 研 
究 的 热点 之 一 。 
4 膊 水 解 酶 的 分 子 改造 

随 着 基因 工程 技术 的 迅猛 发 展 , 通过 对 且 水 解 酶 进行 分 子 改造 可 以 显著 提高 
酶 的 活性 、 稳 定性 以 及 底 物 特异 性 等 性 能 。 酶 分 子 改造 的 常用 方法 主要 有 理性 的 
定点 突变 技术 以 及 非 理 性 的 定向 诱 变 技 术 。 理性 的 改造 技术 首先 需要 和 弄 清 楚 且 水 
解 酶 的 氨基 酸 序 列 ,空间 结构 和 催化 机 制 等 , 然后 对 酶 分 子 进行 合理 设计 和 改造 ， 
最 终 获 得 性 能 显著 提升 的 突变 体 ; 而 非 理 性 的 改造 技术 并 不 需要 事先 清楚 且 水 解 
酶 的 空间 结构 和 催化 机 制 ， 只 需要 进行 体外 的 生物 酶 基因 改造 , 之 后 再 设 定 某 种 
进化 条 件 ， 最 终 再 利用 高 通 量 的 筛选 方法 获取 性 能 提升 的 突变 体 。 
4.1 定向 进化 

定向 进化 是 近年 来 快速 发 展 的 一 种 有 效 的 分 子 生 物 学 技术 , 它 在 修饰 和 改造 
如 酶 的 热 稳定 性 、 底 物 耐 受 性 等 方面 取得 了 一 定 效 果 。 其 主要 包括 两 个 步骤: (1) 
通过 DNA 重组 或 EP-PCR 等 手段 建立 随机 突变 文库 ; (2) 利 用 各 种 化 学 检测 方法 
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筛选 以 获取 阳性 突变 株 。 例 如 ，Schreiner 等 中 ] 利 用 EP-PCR 方法 获取 了 一 个 A. 
faecalis JM3 lS zK féE BD R IRER, HE pH 7.5 的 条 件 下 对 葵 丙 且 比 酶 活 提高 
了 8 倍 , 序列 分 析 显示 该 突变 体 共 包 含 7 处 突变 。 除 此 之 外 ,， 他们 也 获得 了 另 一 
个 突变 体 ， 该 突变 体 在 pH 值 为 4.5 的 条 件 下 仍 具 有 较 高 的 活性 ，10 min 即 能 够 
完全 将 (BR)-2- 氧 -扁桃 有 睛 转化 为 BR)-2- 氧 - 扇 桃 酸 ， 其 对 映 体 过 量 值 超过 99%. 
4.2 ERR 

TEXT AE — LEE FE FF x ER RATT VE MS F t s ZK AB SZ) Y VE 
多 科学 家 的 关注 后 。 点 突变 ， 甚 至 是 单个 氨基 酸 的 突变 ， 都 有 可 能 会 对 底 物 特异 
性 、 选 择 性 、 比 酶 活 以 及 酰胺 的 形成 等 产生 极 大 的 影响 。 例 如 ， 在 玫瑰 红 球菌 (R. 
Rhodochrous)ATCC 33278 且 水 解 酶 中 有 一 个 对 底 物 特异 性 起 决定 作用 的 氮 基 酸 
Tyr-142， 该 位 置 的 氨基 酸 残 基 突 变 成 为 非 极 性 的 脂肪 族 氨 基 酸 之 后 ， 此 突变 体 
只 对 芳香 族 的 膊 化 物 有 作用 , oor He P EAT OA EA, 这 可 能 是 由 于 底 物 
IT KR m EE I Ce Tyr-142 3X3 ERI- ET STEM. BET 
Fi (Pseudomonas fluorescens)EBC191 fl 7K f Bj P AER Ala-165 和 Cys-163 位 
于 活性 中 心 半 胱 氮 酸 残 基 的 附近 , HE Sce AT TT HC RE BEI JER OG] cde PEE VS 
酰胺 的 形成 起 决定 作用 。 特 别 是 突变 C163Q 明显 增加 了 酰胺 的 形成 ， 并 且 降 低 
了 对 CR)- 扁 桃 且 水 解 活力 。 除 此 之 外 ，47-67 C- 未 端 氨基 酸 的 缺失 也 导致 了 酶 活 
力 的 降低 、 酰 胺 生成 量 的 增加 以 及 对 映 选 择 性 的 改变 09。 因 此 ， 研 究 人 员 整 合 了 
这 些 突变 并 构建 了 组 合 突变 体 , 研究 结果 显示 此 举 可 以 使 扁桃 酰胺 的 形成 量 提 高 
1.5 倍 ， 并 且 组 合 突变 体 在 所 有 的 P. Fluorescens EBC191 liz fé Big o te pco h E 
示 出 了 最 高 的 水 合 酶 活性 多。 另外 ，PetYitkov& 等 最 近 也 鉴定 了 粗糙 脉 抱 菌 
(Neurospora crassa) 的 一 株 突 变 体 W168A， 与 野生 型 相 比 ， 突 变 株 的 酰胺 生成 量 
较 高 对 映 体 过 量 值 却 相 对 降低 。 

目前 ,虽然 利用 定向 进化 或 定点 突变 等 技术 对 且 水 解 酶 进行 分 子 改造 已 经 取 
得 了 一 些 重要 成 果 , 但 应 用 于 产业 化 的 且 水 解 酶 还 相对 较 少 , 所 以 还 需要 不 断 努 
力 利用 现 有 技术 如 用 蛋白 质 工 程 改善 酶 或 者 开发 新 技术 , DARE RA B HK 
解 酶 。 
5 fis7k ABBAS Bl Ett 

固定 化 技术 主要 包括 细胞 的 固定 化 以 及 游离 酶 的 固定 化 。 据 目前 的 研究 报 
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道 , 绝 大 多 数 且 类 化 合 物 生 物 催化 都 是 采用 固定 化 后 的 生物 催化 剂 进行 ,直接 采 
用 游离 细胞 进行 生物 催化 的 工艺 相对 较 少 。 例如, Kumar FI FFE pp ACHR Y 
KI RIE RRE K (Pseudomonas putida) HAK FEBRE TT Y [E] xe £5, 研究 表明 固 
定 化 后 的 P Putida Jia 7 ABE AE TE 4C 的 条 件 下 稳定 存在 75h, 然而 游离 酶 在 此 
温度 条 件 下 保存 75h 活力 却 降低 了 90%。 另 外 ，Nigamrsl 以 琼脂 -琼脂 作为 基质 
l E A HE Be TR (Streptomyces) lei 7K APE B FH R REIT PAN a S EE HJ De, 利用 该 方 
i d RE HO Ja P HS ARE ET RAR, AERA 20%, 并 可 以 重复 使 用 25 次 。 
利用 海藻 酸 钙 对 A. faecalis fies 7 fec SSE AT TE ae 465 n] VA Se ea A A A SE, AUT 
法 固定 后 的 酶 在 连续 使 用 30 个 循环 后 酶 活力 几乎 没有 丧失 ， 而 游离 细胞 却 仅 能 
够 使 用 9 个 循环 ; 除 此 之 外 ,利用 聚 乙 烯 亚 胺 和 成 二 醛 交 联 藻 酸 钙 微 珠 能 够 使 循 
环 利用 效率 进一步 提高 到 40 次 反应 的 ]。 

各 种 各 样 的 膊 水 解 酶 固定 化 材料 和 固定 方法 的 报道 较 多 , 但 是 这 些 固定 化 方 
式 普 遍 成 本 较 高 ， 工 艺 操作 繁琐 ， 因 此 急需 新 型 的 酶 固定 化 方式 。 近 年 来 ,表面 
展示 技术 作为 一 种 新 型 且 有 效 的 固定 化 方式 已 经 得 到 了 科学 家 们 的 广泛 关注 , 现 
已 广泛 应 用 于 生物 催化 剂 、 疫 苗 和 生物 传 感 等 方面 。 在 众多 的 展示 系统 中 ,细菌 
牙 孢 表面 展示 系统 关注 度 最 高 而 且 应 用 也 最 广泛 6591。 枯草 杆菌 牙 孢 具有 较 高 的 稳 
定性 和 抗 逆 性 , 可 以 使 芽孢 成 为 一 个 优秀 的 固定 化 载体 并 在 其 表面 展示 耐 逆 化 工 
酶 ， 这 也 为 以 后 耐 逆 酶 固定 化 研究 指明 了 方向 。 


展望 

生物 催化 途径 具有 反应 条 件 温和 、 众 化 效率 高 、 能 耗 低 、 整 体 工 艺 绿色 等 优 
点 ， 符 合 我 国 绿 色 发 展 、 和 谐 发 展 的 要 求 。 因 此 ， 实 现 “ 酶 尽 其 用 *”， 对 优良 且 水 
解 酶 进行 开发 符合 国家 的 战略 需求 。 目前， 虽然 对 于 膊 水 解 酶 的 研究 取得 了 一 些 
成 果 。 但 是 ， 对 于 且 水 解 酶 的 应 用 仍然 受到 许多 因素 的 制约 ， 如 且 水 解 酶 的 种 类 
较 少 、 稳 定性 较 差 、 比 酶 活 不 够 高 等 问题 。 所 以 , 深入 挖掘 膊 水 解 酶 的 应 用 能 
人 迫在眉睫。 目前 ， 且 水 解 酶 未 来 应 有 如 下 几 个 研究 发 展 方向 : (D 新 酶 的 筛选 : a 
数据 库 基 因 组 挖掘 ，b 环境 宏基 因 组 库 的 筛选 ，(2) 酶 分 子 的 改造 : a 定向 进化 ; 
b 定点 突变 ; (3) 酶 的 固定 化 : 最 值得 一 提 的 是 以 芽孢 衣 这 蛋白 作为 融合 伴侣 ， 表 
面 展示 不 同 的 耐 逆 酶 来 进行 酶 的 固定 化 研究 。 如 通过 优化 衣 壳 和 蛋白 CotG 57K 
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解 酶 基因 mit 之 间 的 连接 肽 选 出 较 合适 的 连接 肽 ， 这 样 可 以 得 到 活性 或 耐 逆 性 较 
好 的 且 水 解 酶 ， 为 有 睛 水 解 酶 的 大 规模 产业 化 应 用 打下 了 基础 。 
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(Institute of Life Science, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 
Abstract With the rapid development in genetic engineering technology, the analysis of the 
nitrilase gene from different strains, was cloned in the expression strain, to construct an efficient 
and stable genetically engineered bacteria. The molecular modification of the nitrilase could 
significantly improve the activity stability, substrate tolerance and substrate specificity of the 
enzyme, which make possible the use of nitrile hydrolase in the industrial applications. In this 
work, the origin, structure, catalytic mechanism, clonal expression, immobilization, molecular 
modification and prospects of nitrilase were reviewed. And it demonstrate important guidelines for 
the significance of nitrilase research. 
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